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Resumen

La sangre del cordon umbilical y la médula 6sea humana son una alternativa para el aislamiento y cultivo de
células madre mesenquimales, utiles en terapias de regeneracion tisular e inmunomodulacion. El objetivo de este
trabajo fue aislar y cultivar células madre mesenquimales a partir de la sangre del cordon umbilical y de la médula
osea. Se recolectaron muestras de sangre de cordon umbilical en el servicio de Gineco-Obstetricia del Hospital
Occidente de Kennedy en Bogota, Colombia. La recoleccion de médula osea se realizd en los servicios de ortopedia
y traumatologia del hospital universitario San Ignacio de Bogota, Colombia. Se evalu¢ la tasa de generacion celular,
caracteristicas morfoldgicas por microscopia invertida y tincion de Wright, asi como el inmunofenotipo de las
poblaciones celulares por citometria de flujo.

La eficiencia de aislamiento de las células madre mesenquimales a partir de sangre de cordén umbilical fue del
30% con una tasa de generacion entre 20 y 50 minutos. A partir de médula ésea el aislamiento fue del 100%, con
un tiempo de generacion entre 16 y 39 minutos. Se observaron diferencias morfoldgicas por tincion de Wright y la
presencia de progenitores hematopoyéticos durante el cultivo primario (3.54% de CD34+/CD45+), que disminuian
cuando se realizaba el primer pase del cultivo (0.19% de CD34+/CD45+). El aislamiento de células madre
mesenquimales es mas eficiente a partir de medula 6sea. Se observan diferencias morfologicas por microscopia
invertida y tincion de Wright entre células aisladas de sangre de cordén umbilical y médula 6sea. El antigeno CD105
constituye un marcador importante en el establecimiento del perfil inmunofenotipico de células madre mesenquimales.

Palabras clave: células madre, células mesenquimales, citometria de flujo, cordén umbilical, médula o6sea.

Abstract
Bone marrow and umbilical cord blood are sources of mesenchymal stem cells. They are important for tissue
regeneration and immunomodulation. The object of this work was to isolate and culture mesenchymal stem cells

from bone marrow and umbilical cord blood cells. Bone marrow samples were obtained from patients at the
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Orthopedic Service of the San Ignacio Hospital and cord blood samples were obtained from women with normal
pregnancy at the Gineco-Obstetrics Service of the Occidente de Kennedy Hospital in Bogota, Colombia. We
determined cellular rate generation, morphologic characteristics and antigens expression for cytometry flow.
Efficiency isolation was 30% for mesenchymal stem cells from umbilical cord blood and 100% for bone marrow,
with cellular rate generation between 20 and 50 minutes and 16 and 39 minutes respectively. Morphologic differences
were determined with microscopy and Wright coloration. During primary culture, 3.54% of CD34+/CD45+ was
observed, but after 10 days, they were at 0.19% (CD34+/CD45+). Isolation of mesenchymal stem cells from bone

marrow is efficient. There are differences between mesenchymal stem cells from umbilical cord blood and bone

marrow. CD105 antigen is an important marker for mesenchymal cells lineage.

Keywords: bone marrow, flow cytometry, mesenchymal cells, stem cells, umbilical cord blood.

Introduccién

Las propiedades biologicas de las células madre como
autorenovacion, plasticidad y regeneracion tisular
pueden ser utilizadas para su implementacién en
medicina regenerativa. En este grupo se destacan las
células madre adultas, que pueden autorenovarse
constantemente y dar origen a células especializadas
para reparar eventualmente tejidos lesionados (1, 2). En
la categoria de células madre adultas, se destacan las
células madre hematopoyéticas, que han sido objeto de
una extensa investigacion ya que son responsables de la
regeneracion y mantenimiento de las células sanguineas
que se ubican en sangre periférica, médula dsea, higado
y timo (3) y las células madre mesenquimales, las cuales
brindan el soporte necesario para regular la
hematopoyesis a través de sefiales que inducen la
diferenciacidn y proliferacion de las células madre
hematopoyéticas y su progenie por medio de
interacciones directas célula a célula y la secrecion de
factores de crecimiento (4,5).

Las células madre mesenquimales fueron
inicialmente caracterizadas entre las décadas de los afios
60’s y 70’s con los trabajos realizados por Friedenstein,
quien las aislé de médula 6sea y las describié como
células adherentes de morfologia fibroblastoide, capaces
de diferenciarse hacia células de origen mesodérmico
como osteocitos, condrocitos y adipocitos (5,6). En el
aflo 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular

0 ISCT (Internacional Society Cellular Therapy)

propuso tres criterios para definir las células madre
mesenquimales (CMM); primero, adherencia en cultivo;
segundo, expresion de los antigenos CD73, CD90 y
CD105 en ausencia de antigenos hematopoyéticos como
CD34, CD45, marcadores de monocitos, macréfagos y
linfocitos B; y tercero, capacidad de diferenciacion in
vitro en osteoblastos, adipocitos y condrocitos bajo
condiciones estandar de cultivo (7,8,9).

Adicional a lo propuesto por ISCT, también se debe
tener en cuenta dos aspectos adicionales para
clasificarlas como células madre; que las CMM realicen
procesos de autorenovacion, es decir, que durante la
division celular solo una de las células hijas inicie
programas de diferenciacion celular, y ademas que sean
capaces de desarrollar «plasticidad clonogénica» o
diferenciacién hacia tejidos de capas embrionarias
diferentes a mesodermo como ectodermo y endodermo;
de lo contrario seria necesario clasificarlas mas como
progenitores tempranos que como células madre (2, 10).

La médula o6sea es la principal fuente de aislamiento
de CMM, aunque se han aislado de tejido adiposo,
pancreas, higado, musculo esquelético, dermis,
membrana sinovial, hueso trabecular (11-14), sangre de
cordén umbilical (15), tejido pulmonar (16), pulpa dental
y ligamento periodontal (17). No obstante, los tejidos mas
empleados son la medula dsea, la sangre de cordon
umbilical y el tejido adiposo. En médula osea el 0.003%

de las células mononucleares son CMM (5) y la literatura
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muestra un éxito de aislamiento del 100% y formacion
de monocapa en cultivo entre 4 y 5 dias (13,14); sin
embargo, se considera que las CMM obtenidas de esta
fuente tienen una tasa de crecimiento que disminuye
conforme se aislan de donantes de edad avanzada,
ademas solo se logra una capacidad de diferenciacion
osteogénica del 71.4% (11,13).

Contrario a la médula 6sea, cuando se utiliza sangre
de cordon umbilical para aislar y cultivar CMM, éstas
células tienen una alta tasa de crecimiento y una
capacidad de diferenciacion osteogénica del 100%,
aunque su éxito de aislamiento esta reportado solo entre
30% y 35% (11,13). En modelos experimentales se ha
demostrado que las CMM son capaces de regenerar
tejidos deteriorados o lesionados como hueso, cartilago,
tejido hepatico o miocardico (18-20); y modular
reacciones inmunes en colagenopatias, esclerosis multiple
y trasplantes de médula osea (8).

Una de las principales aplicaciones clinicas de las
CMM consiste en la reparacion de hueso, demostrado
in vivo en ratones y en caninos con defectos craneo-
faciales y con defectos de huesos largos mediante la
administracion directa de CMM con matrices como
hidroxiapatito/fosfato tricalcico (HA/TPC) (21, 22).
Desde 1994 se han realizado protocolos estratégicos en
ingenieria de tejidos para lograr diferenciar in situ de
CMM en cartilago; estos procedimientos combinan éstas
células con matrices biologicas activas y factores de
crecimiento que inducen a la formacion de condrocitos
logrando importantes avances (18).

En la reparacion de miocardio, se han postulado
diferentes efectos de las CMM sobre el tejido cardiaco
tales como la diferenciacion local de ésta células en
cardiomiocitos, liberacion de factores solubles paracrinos
que promuevan la proliferacion de células residentes de
tejido y/o la fusién de las CMM con células cardiacas.
El modelo animal méas usado para evaluar esta aplicacion
es el corazon porcino donde se ha observado una
reduccion importante del tamafio del tejido lesionado,

neovascularizacion y reduccion de los niveles de apoptosis

(23). Defectos congénitos en el musculo esquelético
como distrofia muscular y otras miopatias pueden ser
tedricamente restaurados con un transplante de CMM
que mejoran la estructura y funcion del musculo. Las
CMM obtenidas de la membrana sinovial han mostrado
in vivo un potencial miogénico en el modelo de ratén
mdx con distrofia muscular de Duchenne (24).

Ademas de las propiedades regenerativas de las
CMM, también tienen la facultad de afectar el
funcionamiento del sistema inmune. Estudios muestran
que las CMM pueden inhibir la proliferacion de linfocitos
inducida por aloantigenos (25), mitégenos como
fitohemaglutinina y concavalina A (26); asi como la
activacion a través de anticuerpos anti CD3 y CD28
(27). Durante la maduracion de células dendriticas, las
CMM puede inhibir la expresion de moléculas
involucradas en la presentacion de antigenos como CD1a,
CD40, CD80, CD86 y HLA-DR (28).

En Colombia los procedimientos relacionados con
medicina regenerativa y el estudio de la biologia de las
células madre son insipientes y es necesario establecer
sistemas de aislamiento y cultivo eficientes que permitan
no solo la futura manipulacién génica de estas células,
sino establecer modelos para el estudio de los
mecanismos que regulan su autorenovacion y
diferenciacion, asi como las diversas interacciones
celulares que pueden ocurrir in vivo en los nichos donde
residen éstas células. Por medio de este trabajo se
establecid el aislamiento, cultivo, caracteristicas
morfologicas e inmunofenotipo de CMM de medula dsea
y sangre de cordon umbilical, lo cual es un avance
importante en la consolidacion de ésta area de
investigacion en nuestro pais y asi permitir el uso de

estas células con un mayor conocimiento de su biologia.

Materiales y métodos
Las muestras de sangre de cordéon umbilical (SCU)
(n=10) fueron recolectadas en sistema cerrado con
anticoagulante CPDA (Baxter®), a partir de mujeres
entre 18 y 37 afios de edad en estado de gravidez normal
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T abla 1Caracteristicas de recoleccién muestras sangre de cordén umbilical (SCU).

SCU 001 80 mL 14 horas 42 semanas
SCU 002 70 mL 14 horas 40 semanas
SCU 003 80 mL 13 horas 38 semanas
SCU 004 80 mL 13 horas 39 semanas
SCU 005 100 mL 12 horas 40 semanas
SCU 006 120 mL 14 horas 38 semanas
SCU 007 100 mL 13 horas 40 semanas
SCU 008 80 mL 13 horas 38 semanas
SCU 009 80 mL 12 horas 36 semanas
SCU 010 80 mL 12 horas 40 semanas

a término (38-40 semanas de gestacion) que asistian al
servicio de Gineco-Obstetricia del Hospital Occidente
de Kennedy de Bogota, Colombia. Se recolectaron en
total 10 muestras de SCU con un volumen promedio de
87ml y tiempo promedio de procesamiento de 13 horas
después de su obtencion, Tabla 1.

Para la recoleccion de médula 6sea (MO) (n=13), se
conto con la colaboracién de los servicios de ortopedia
y traumatologia del Hospital Universitario San Ignacio
de Bogota, Colombia, donde fueron tomadas las muestras
a partir de pacientes sometidos a reemplazo total o parcial
de cadera y/o procedimientos de osteosintesis. Se
obtuvieron 13 muestras de MO a partir de pacientes
con edades comprendidas en 8 y 79 afios y tiempo
promedio de procesamiento de 6.6 horas después de su
obtencion, Tabla 2. La participacion de los donantes en

este estudio fue voluntaria con aceptacion y firma del

consentimiento para la donacion de las muestras de SCU
y MO. Las muestras obtenidas fueron procesadas y
analizadas en el laboratorio de hematologia de la Facultad
de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana,
Bogota, Colombia.

A partir de las muestras recolectadas se aislaron
c¢lulas mononucleares (gradiente de densidad con Ficoll-
Hypaque®) que luego eran cultivadas a 37°C y 5% de
CO, a una densidad de 1x10° células/cm? en medio de
cultivo IMDM® (Medio Iscove modificado de Dulbecco)
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1% de
aminoacidos no esenciales, 1% piruvato de sodio, 0.5%
de ciproxacilina y 0.1% de penicilina/estreptomicina.
Después de 72 horas para MO y 6 dias para SCU, las
células no adherentes eran retiradas y una vez se
observaba monocapa de células (confluencia mayor al
70%), se procedia a realizar el desprendimiento de las
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T abla 2Caracteristicas de recoleccion muestras médula 6sea (MO).

MO 001 5mL 69 aios Reemplazo de 6 horas
cadera
MO 002 59 afios Reemplazo de 7 horas
61mL cadera
MO 003 20mL 65 afios Reemplazo de 6 horas
cadera
MO 004 21 23 anos QOsteosintesis 7 horas
fémur
MO 005 5mL 79 afios Reemplazo de 9 horas
cadera
MO 006 10mL 72 afios Reemplazo de 9 horas
cadera
MO 007 20mL 8 afios  Osteosintesis 9 horas
fémur
MO 008 20mL 12 afios Osteosintesis 9 horas
fémur
MO 009 20mL 15 afios Osteosintesis 9 horas
fémur
MO 010 27mL 74 anos Reemplazo de 7 horas
cadera
MO 011 20mL 68 afios Reemplazo de 5 horas
cadera
MO 012 20mL 9 anos Osteosintesis 14 horas
fémur
MO 013 72mL 42 anos Reemplazo de 6 horas

cadera

células adherentes con Tripsina 0.25% y EDTA 1mM.
De las células desprendidas con una viabilidad celular
superior al 95%, se realizaba recuento en camara de neubauer
para calcular la tasa de generacion celular (TGC), la evaluacion
morfoldgica con tincion de Wrigth en Cytospin (Shandon®),
inmunofenotipificacion por citometria de flujo y finalmente
un pase con 10.000 células/mL para re-iniciar el cultivo. Para
determinar el fenotipo de las células obtenidas, se siguio el
criterio establecido la Sociedad Internacional de Terapia
Celular 6 ISCT (Internacional Society Cellular Therapy),
evaluando la expresion de las proteinas CD90 y CD105 en

ausencia de marcadores hematopoyeticos como CD34 y
CD45 (fenotipo para CMM CD90+/CD105+/CD34-/CD45-
). Para ésto se utilizaron anticuerpos CD34FITC (clon
BIRMA-K3 Dakocytomation®), CD45PerCP (clon T29/33
Dakocytomation®), CD0PE (clon SE10 Dakocytomation®)
y CD105APC (clon SN6 Ebioscience®).

Como control fueron establecidos fibroblastos
gingivales (CD90+/CD105+/CD34-/CD45-), células
mononucleares de sangre periférica (CD90-/CD105+/
CD34-/CD45+) y células mononucleares de sangre de
cordon umbilical (CD90%°/CD105-/CD34+/CD45+).
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Figura 1. Células madre mesenquimales. Microscopia invertida 10x. a. Células obtenidas de sangre de cordén umbilical, nétese
prolongaciones de tamafio medio. b. CMM aisladas de médula ésea con caracteristicas fibroblastoides y prolongaciones prominentes.

Las muestras fueron adquiridas en el citometro Facs
Calibur BD® y analizadas con el programa Cell Quest
Pro® calculando el Indice Medio de Fluorescencia (IMF)
para cada antigeno (29) y el porcentaje de células para
el fenotipo establecido de CMM.

Consideraciones éticas

El estudio se realiz6 teniendo en cuenta la normatividad
ética enunciada en la resolucion 008430, capitulos IV y
VI, expedida por el Ministerio de Salud en 1993, que
regula «La investigacion en mujeres en edad fértil,
embarazadas, durante el trabajo de parto, puerperio,
lactancia y recién nacidos; de la utilizacién de embriones,
obitos y fetos y de la fertilizacién artificial» y «De la
investigacién en organos, tejidos y sus derivados,
productos y cadaveres de seres humanos». La
participacion de los pacientes en este estudio fue
voluntaria y sin animo de lucro. Los participantes recibian
un consentimiento que explicaba de forma clara y precisa
el objetivo de la toma de las muestras. Estos
consentimientos informados fueron aprobados por el
Comité de Investigacion y Etica de la Facultad de

Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana.

Estadistica
Para el analisis de la expresion de los antigenos evaluados

por citometria de flujo, se aplico la prueba de Shapiro-Wilk

para probar la normalidad de los datos (Indice Medio de
Fluorescencia o IMF) mostrando una distribucién no
paramétrica (CD34 p=0.0164, CD45 p=0.0022, CD90
p=0.0957,CD105 p=0.0025), por lo cual se utilizd una prueba
de Kruskal-Wallis que mostré una diferencia
estadisticamente significativa del IMF durante los primeros
dias de cultivo (p=0.0040) y durante el primer pase de las
células (p=0.0001). El analisis se realizo en Statistix 7.0.

Resultados

Para el estudio se procesaron 10 muestras de SCU
y 13 de MO, a partir de las cuales se obtuvo una
eficiencia en la obtencién de células con caracteristicas
fibroblastoides, relacionadas con CMM, del 30% y 100%
respectivamente. Se cumplieron los criterios de
recoleccidon de SCU segun Bieback K y colaboradores
(15) con respecto al tiempo de procesamiento de las
muestras menor a 16 horas y al volumen de recoleccién
minimo de 30 mL como se muestra en la Tabla 1.

La tasa de generacién celular se define como el
tiempo (horas y/o minutos) necesario para que una
poblacidn celular se duplique. Teniendo en cuenta esto,
para las células aisladas de SCU la tasa de generacion
celular oscil6 entre 20 y 50 minutos, mientras que para
las muestras de MO vari6 entre 16 y 39 minutos. En la
Figura la se presenta el registro morfologico mediante
microscopia invertida de células obtenidas de SCU,
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Figura 2. Células madre mesenquimales. Tincién de Wright. (a) CMM aisladas de sangre de cordén umbilical. (b) Células aisladas de MO. La
diferencia mas importante entre las dos poblaciones estudiadas esta dada por la presencia de nucleolos y vacuolas citoplasmaticas.
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Figura 3. Grafica de puntos (dot plots) poblaciones celulares seleccionadas. Se indica la region seleccionada para el analisis de cada una
de las poblaciones control y experimentales. (a) control células mononucleares de sangre periférica (CD34-/CD45+/CD90-/CD105+). (b)
control fibroblastos gingivales (CD34-/CD45-/CD90+/CD105+). (c) CMM cultivo primario (10 dias). (d) CMM cultivo ler fase.
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Figura 4. Andlisis de la expresion de antigenos relacionados con células madre mesenquimales (CMM). Este analisis fue realizado a partir de
cada una de las regiones respectivas presentadas en la figura 3. a. control células mononucleares de sangre periférica (CD34-/CD45+/
CD90-/CD105+). b. control fibroblastos gingivales (CD34-/CD45-/CD90+/CD105+). ¢c. CMM cultivo primario (10 dias). d. CMM cultivo 1er pase.

donde se observan células con caracteristicas
fibroblastoides con prolongaciones de tamafio medio,
mientras que para las derivadas de MO se observaron
células con prolongaciones mas extensas Figura 1b.
Respecto a la evaluacion mediante tincion con Wright,
tanto para las células derivadas de SCU Figura 2a como
para las de MO Figura 2b, se observaron células de gran
tamafio con un nticleo redondo excéntrico, un citoplasma
basofilo y desprovisto de granulaciones o inclusiones; la
diferencia radica en la presencia de nucleolos y algunas

vacuolas en el citoplasma de las células derivadas de MO.

Durante la inmuno-fenotipificacién por citometria de
flujo se utilizaron como control células mononucleares
de sangre periférica (CD34-/CD45+/CD90-/CD105+)
y fibroblastos gingivales (CD34- / CD45- / CD90 v /
CD105+), las Figuras 3a 'y 3b muestra los diferentes dot
plot seleccionados para el estudio de cada una de las
poblaciones control, las cuales mostraron los fenotipos
esperados Figura 4a y 4b.

En las figuras 3¢ y 3d se observan los dot plot
analizados de las poblaciones mesenquimales obtenidas

cuyo fenotipo se presenta en las figura 4c y 4d, donde
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Figura 5. Indice medio de fluorescencia. Cultivo primario. Se observa la expresion de los antigenos CD34 y CD45 durante los primeros dias
de cultivo.
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Figura 6. indice medio de fluorescencia. Cultivo primer pase. La expresion de los antigenos hematopoyéticos CD34 y CD45 disminuye
notablemente, mientras que el antigeno CD105 se mantiene.
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Figura 7. Porcentaje de células relacionado con fenotipo de células madre mesenquimales. Cultivo primario. Durante los primeros 10 dias
de cultivo se obtiene una poblacién heterogénea, con presencia de progenitores hematopoyéticos CD34+/CD45+ y CD90+/CD105-, asi
como células negativas, que representan el 8.48% y 29.87% respectivamente de la poblacion total.
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Figura 8. Porcentaje de células relacionado con el fenotipo de células madre mesenquimales. Cultivo primer pase. Después de realizar el
primer pase, el porcentaje de células hematopoyéticas disminuye notablemente (0.19%), con incremento de la poblacién CD90-/CD105+
(35.42%) en comparacion al cultivo primario que presentaba 21.25% de la poblacién total con este fenotipo.
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se observa la expresion de los antigenos evaluados a
partir del cultivo primario y en células obtenidas después
del primer pase de CMM aisladas de MO. No se logro
realizar citometria de flujo para las CMM derivadas de
sangre de cordon umbilical, debido a que al analizar las
muestras en los parametros SSC/FSC se observo una
alta dispersion celular que no permitio establecer una
poblacion homogénea. Se calculé el indice Medio de
Fluorescencia (IMF) para cada antigeno (29) y el
porcentaje de células para el fenotipo establecido de
CMM. En la Figura 5 se presenta el IMF calculado para
los antigenos CD34, CD45, CD90y CD105 en las células
obtenidas del cultivo primario; mostrando una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.0040) en la expresion
de estos antigenos; de forma similar, también se
observaron diferencias significativas en el IMF de las
células obtenidas en el primer pase (p=0.0001) Figura 6.

Durante el cultivo primario la distribucion del porcentaje
de células fue de 3.54% CD34+/CD45+, 40.39% CD90+/
CD105+, 4.95% CD90+/CD105-, 21.25% CD90-/
CD105+, negativas 29.87% de la poblacion total, Figura
7. Luego de realizarse el primer pase de las CMM aisladas,
se obtuvo 0.19% CD34+/CD45+, 13.34% CD90+/
CD105+, 3.20% CD90+/CD105-, 35.42% CD90-/
CD105+, negativas 47.85%, Figura 8.

Discusion

El estudio de las células madre mesenquimales inicid
a mediados de los afios 60’s y se expandié durante la
década de los 70’s, con los trabajos realizados por
Friedstein (5), quien describié por primera vez una
poblacion de células adherentes de medula 6sea que
formaban parte del estroma medular, con caracteristicas
fibroblastoides denominadas unidades formadoras de
colonias de fibroblastos (UFC-F) (6). En latltima década
varios estudios caracterizaron este grupo de células,
mostrando que MO, SCU vy tejido adiposo constituyen
fuentes importantes de obtencion, lo que permitio el
estudio comparativo de estos tejidos (13,14).

En nuestro trabajo encontramos que a partir de MO

la eficiencia de aislamiento de CMM corresponde al

100%, en contraste con un 30% en SCU, lo que coincide
con la literatura. De manera similar, el establecimiento
de la TGC para las dos poblaciones (SCU y MO) mostrd
que las células de MO tardan menos tiempo en proliferar,
reafirmando que éstas son una fuente de obtencion
significativa; aunque es importante considerar que los
datos obtenidos para el analisis de tasa de generacion
celular son relativos, ya que se estimo el recuento inicial
de CMM segun lo reportado en la literatura, es decir,
0.003% de CMM en MO (5).

Los hallazgos morfolégicos que presentamos por
microscopia invertida, coinciden con lo reportado por
Wagner y colaboradores sobre las diferencias
morfologicas de CMM segun la fuente de obtencién; ya
que a partir de SCU las células toman una configuracion
de fibroblastos cortos contrario a lo observado en las
células aisladas de MO. Este aspecto morfologico es de
gran importancia ya que podria tener relacion con el
inmunofenotipo de estas células, Chang y colaboradores
muestran que si la poblacion mesenquimal es obtenida
de sangre de cordon umbilical la gran mayoria no
expresan el antigeno CD90 mientras que si la poblacion
es de origen medular este marcador es determinante en
su identificacion, lo que podria explicar en parte los
contradictorios resultados que se encuentran publicados
con respecto a la expresion de ésta y otras proteinas en
células madre mesenquimales (30).

Aunque por microscopia invertida existen
antecedentes en la literatura sobre la morfologia de las
CMM, es la primera vez que se presenta su conformacion
con tincién de Wrigth, mostrando que en suspension las
CMM son de un tamafio superior a los fibroblastos con
los que usualmente se comparan. En el analisis
morfologico de las CMM con tincion con Wright se
presentan muy pocas diferencias entre las derivadas de
SCU y MO. EI citoplasma se observa basoéfilo y
desprovisto de granulaciones o inclusiones, sin embargo,
en algunas fotografias las células de médula osea
presentan vacuolas lo que podria indicar algun tipo de

stress celular que posiblemente podria ser modificado
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con el uso de factores de crecimiento como el Factor de
Crecimiento de Fibroblastos-a (FGF-4).

Durante la inmunofenotipificacion de las células
obtenidas, se detectd la expresion de antigenos
relacionados con progenitores hematopoyeticos en el
cultivo primario; sin embargo, en la determinacion
realizada a partir del primer pase, tanto la expresion
(IMF) como el porcentaje de células hematopoyéticas
disminuyeron notablemente lo que podria mostrar que
los diferentes pases del cultivo podrian tener un efecto
sobre su pureza. No obstante, aunque CD90 es
considerado un marcador de linaje para CMM, su
expresion es detectable en células hematopoyéticas por
lo que no constituye un marcador especifico, contrario a
lo que observamos con respecto a la proteina CD105,
cuya expresion se mantiene en las células adherentes
obtenidas en el primer pase del cultivo. En substitucion
de la proteina CD90 para fenotipificar CMM, es posible
considera la deteccion de STRO-1, que es altamente
expresado en CMM de estroma medular; aunque es de
considerar que su expresion se limita a poblaciones de
primitivas o no diferenciadas (31, 32).

Con la finalidad de optimizar la tasa de generacidon
celulary la duracién de las células in vitro, es importante
considerar en cultivo la implementacion factores de
crecimiento como factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), factor de crecimiento epidermal
(EGF), factor de crecimiento de fibroblastos , factor de
crecimiento transformante beta (TGF- &) y factor de
crecimiento similar a la insulina-1; ademas, es importante
estudiar las CMM en el contexto de nicho particulares y
no generalizar su uso terapéutico sin considerar las
variaciones observadas segun de la fuente de obtencion,
numero de células utilizadas y microambiente donde se
desean utilizar, ya que es demostrado que aunque las
CMM es considerada una poblacién particular, sus
caracteristicas bioldgicas y funcionales varian

notablemente de acuerdo a su lugar de origen.
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